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論 文 内 容 要 旨
臨床 化学 の分野 にお いて,体 液中 のグ リコシダーゼの酵素活性 を測定す る ことが各種疾患 の病態把握 の
指標 と して重要 になって きて いる。 そのため,グ リコシダーゼの正確 で簡便,迅 速 な酵素活性 の測定 を可
能 にす る合成 グ リコシ ド基 質の開発が望 まれて い る。 なか で も,尿 中1V-acetyl一 β一D-glucosaminidase
活 性の測定 は,腎 疾恵の病態観察な どの目的で臨床検査 において広 く実施 され,そ の有用性 が認識 されて
いる。
著者 は数種のグリコシダーゼの酵素活性測定用基質を種々合成 し,こ れ らの酵素化学的性質を検討する
ことにより,酵 素活性測定 に好適な合成基質の検索を目的 として,本 研究を行 らた。
[1]β 一D-Glucosidase活 性測定用基質に関する研究D:生 体成分中の着色物質の影響を受 けない長
脹 可視領域での測定胡 的としる7・ ノマルイγド7・ ニルグルコシ 噸 縁伽 こっいて検討 した・ レ
ゾ ル フ ィ ニ ル 体(2),レ ザ ズ リニ ル 体(3),お よ びN一 オ キ シ ド体(4)を 置 換 フ ェ ノ ー ル イ ン ドフ ェ ノ ー
ル 誘 導 体 の2 ,3,4,6-tetraacetyl一 α一D-glucopyranosylbromide(1)に よ る グ リ コ シ ル 化 に よ り合 成 し
た(Chart1)。 ま た,3'一 フ ル オ ロ体(5)お よ び3'一 ア ザ 体(6)は キ ノ ン イ ミ ン形 成 反 応 を 経 由 して 合 成
し た(Chart2)。 こ れ ら の う ち 安 定 な 誘 導 体 で あ る2-5はTableIに 示 す 酵 素 化 学 的 性 質 を 持 ち,長 波
























































[II]N-Acetyl一 β一D-glucosaminidase(NAGase)活 性 測 定 用 基 質 に 関 す る 研 究:弱 酸 性 条 件(pH
5・o)で の レ イ
.ト ー 殉 セ イ に よ 翻 吐定 を 目 的 と しτ ∫ は じめ に レ ゾ ル7・ ニ ル グ ル コ サ ミニ ド講 体 に
つ い て 検 討 した 。`レ ゾ ル フ ィ ン誘 導 体 と ア セ トク 白 ロ体 ・(7)と の 縮 合 反 応 を 用 い て,resorufinyl(8)
お よ びresazurinylN-acetyl一 β一D=glucosaminide(9)を 合 成 し た(Chart3)。 こ れ ら の 基 質 と して の
性 質 を 調 べ た と こ ろ,NAGase加 水 分 解 に よ り赤 紫 色 発 色(λ 皿、:575-615nm)を 示 し た 。 特 に,8は 発
色 お よび検量線 の直雛 も朗 であ り・既 存 ρ レイ,トー ア ・セイ用基 質 で あ る2-6hl…4・it・ ・ph・nyl
亙acetyl一 β一D-glucosaminide(CNP-NAG)を 上 回 る感度 を示 した。一しか 、し,基 質 の低 い水溶性 と基 質
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一一一 一 一一 → レ15
納eOH。H20
次 に,発 色団 としてfluorescein(10)と その ジク ロロ誘導体(11)を 選 び,グ リコ シル供 与体(7)
との反応 を検討 し,モ ノェーテル体(12,13)お よび ジエーテル体(14)を 合成 した(Chart・4)。 これ ら
の基質 としての性質 の検討によ り,14が 無色 か らのク リアーな発色(λ 囲、280→485nm)を 示 し(Chart5),
高 い水溶性 とCNP-NAGを2.3倍 上 回 る感度 を示 す ことを見 い出 した3)。 この知見 を基 に,各 種 の6'一〇一
置換 ジクロロフルオ レセイニル グル コサ ミニ ド誘導体 の合成を計画 した。 は じめに,カ ル ボキ シメチル体
(15)を 予 めア グ リコンを合成 す るル ー ト(Chart6)と 後か ら構築 す るル ー ト(Chart7)に よ り合成
した。各種 の誘導体(17-31)は 化合物16を 共 通 の合成中間体 として後者のルー トで合成 した(Chart8)。





































































































































































































ることが判 り,そ の感度 はCNP-NAGの2.7倍 で ある ことを明 らか に した4)。
さ らに,共 役発色系 を利用す る合成基質で あるア ミノフェニル グル コサ ミ三 ド誘 導体(32-35)に っ い
て検討 した。合成 はア ミノフェノール もしくはニ トロフェノール誘導体 を用 い て行 っだ(Chart9)。 こ











oxidase(BLOD)の 存 在 下,1V-ethy1-
N一(3-methylphenyl)一N'一
succinylethylenediamine(EMSE)と 酸
化 的 に 縮 合 し て イ ン ドア ニ リ ン色 素 を 形 成
し(Chart10),無 置 換 体(35)以 外 は 長
波 長 領 域(λ 瑚、:706-720nm)に 強 い 吸 収
(ε:18000-45000)を 示 し た 。 酵 素 化 学 的
性 質 の 検 討 に よ り(Table皿),ジ ク ロ ロ
体(33)が 最 も好 適 な 測 定 用 基 質 で あ る と
判 断 で き,そ の 感 度 はCNP-NAGの5.9
倍 で(Fig.1),こ れ ま で の最 大 で あ っ た5)。
[皿]β 一D-Galactosidase活 性 測 定 用
基 質 に 関 す る 研 究:NAGaseの 研 究 に お
い て 得 ら れ た 知 見 を 基 に,共 役 発 色 系 を 利
用 す る合 成 基 質 で あ る4-amino-2,6-dich1-
oropheriyl(3-D-galactopyranoside(36)















































性 質 を 調 べ た 。 化 合 物36はEMSEお よ びBLODの 存 在 下,β 一D-galaqtosidase加 水 分 解 に よ り 緑 色 発
色(λ_: .718nm)を 示 し,そ の κm値 は2.12mM,検 量 線 の 直 線 性 も 良 好 で あ り,非 常 に 有 用 な 測 定

















[IV]α 一L-Fucosidase活 性 測 定 用 基 質 に
関 す る研 究:弱 酸 性 条 件(pH5.5)で の レ イ
トー ア ッ セ イ に よ る測 定 を 目 的 と し て,熱 溶 融
法 に よ る グ リ コ シ ル 化 反 応 を 経 て,2-chloro-
4-nitropheny1(37)お よ び,2-fluoro-4-
nitrophenyl(38),2-chloro-4-aminophenyl
α 一L-fucopyranoside(39)を 合 成 し た
(Char七12)。 ニ ト ロ フ ェ ニ ル 体(37,38)は 遊
離 さ れ る ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 誘 導 体 を 直 接 検 出 す
る方 法 に よ り,ま た ア ミ ノ フ ェ ニ ル 体(39)は
共 役 発 色 系 を 利 用 す る 方 法 に よ り,酵 素 化 学 的
性 質 を 調 べ た(TableIV)。 そ の 結 果,化 合 物
37-39を 基 質 と して 用 い る こ と に よ り,こ れ ま
で 報 告 さ れ て い な い α一L-fucosidase活 性 の レ
イ トー ア ッ セ イ に よ る 測 定 を 可 能 に し た 。
以 上,フ ェ ノ ー ル イ ン ド フ ェ ニ ル グ ル コ シ ド
類 縁 体5化 合 物 を 合 成 し,長 波 長 領 域 で の β 一







































































































レゾル フ ィニル グル コサ ミニ ド誘導体2化 合 物および フル オ.レセ イニル グルコサ ミニ ド誘導 体19化 合物,
ア ミノフェニル グル コサ ミニ ド誘導体4化 合物を合成 し,そ れ らの弱酸性条件で の レイ トーア ッ'セイにお
け るNAGase活 性測 定用 基 質 と して の性 質 を検 討 した。 そ の結 果,最 適 基 質 で あ る4-amino-2,6-
dichlorophenyl1>=acety1一 β一D-glucosaminide(33)を 見 い 出 す こ と が で き た 。 さ ら に,β 一D-
galactosidase活 性測定用基質 への展 開をはか り,・ア ミノ フェニルガ ラク トシ ド誘導体1化 合物 を合成 し,
そ の 基質 と して の性質 を 明 らか に した。 加 え て,フ ェニ ル フ コシ ド誘導 体3化 合物 を合 成 し,α ↓
fucosidase活 性 の レイ トーア ッセイによ る測定 を可能 とした。
さ らに,NAGase活 性測定 におけ る最適基質 と して見 い出す こ とが で きた33を 用 いて尿 中NAGase
活性の測定を実施 した。1V-Acetylglucosamineoxidase(NAGOD)法 を対照 と して良 い相 関 が得 られ
(Fig.2),生 体試 料 の分析 に十分適用 しうることを確認 した。
/
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審 査 結 果 の 要 旨
著者 は病態 との関連で注 目されてい る4種 の グ リコシダーゼの酵素活性測定に使用するための基質を種々
合成 し,こ れ らの酵 素化学 的性質 を検討 す ることによ り,実 用 的な酵素活性測定用合成基質 を見 いだす こ
とを 目的 と して以下 に示 す4っ の成果 を得 た。
第1に,遺 伝 的酵素欠損症 であ るゴー シェ病 の診断 ばか りでな く,α 一amylase活 性測定 用基 質 の研究
において も重要 な β一D-glucosidase活 性 測定 用基質 に関 して種々検討を加えた。そ して,多 くのフェノー
ルイ ン ドフェニル グル コシ ド類縁体 を合成 しその性質 を検討 した結果,こ れ らが生体試料 中の着色物質 の
干渉 がない長波長可視領域 において β一D-glucosidaseの 測定 を可 能 とす ることを明 らか に した。
第2に,腎 疾患 の病態観察,薬 物 腎毒性 のモニ タ リング,腎 移植時 の経時観察 において臨床検査 で多用
されてい る尿 中N-aとety1一 β一D-glucosaminidase(NAGase)活 性の測定 法 につ き検討 した。 そ して,
発色団 を結合 させた多 くの レゾルフ ィニルグル コサ ミニ ドな らびにフルオ レセイニルグル コサ ミニ ド誘導
体 を合成 し,そ の機能 を検討 した。 そ して6'一〇一carboxymethyl-2',7'一dichlorofluoresceinylN・acetyl一
β一D-glucosaminideが 現在 臨床薬 と して用 い られてい るCNP-NAGよ り高 い感度 と溶 解 度 を持っ こ と
を明 らかに した。 さらに,同 様 の研究 を多 くのア ミノフェニルグル コサ ミニ ド類縁 体 に適 用 し4-amino-
2,6-dichloropheny1-N-acetyl一 β一D-glucosaminideが 更 に高 い感度 を持 っ ことを明 らか に した。 そ して
この知見 に基づ いて,こ の化合物 を ヒ ト尿中NAGaseの レイ トーア ッセイ分析 に適用 した結果,ζ の分
析法 が生体試料 の分析 に適用 しうる ことを明 らか に した。
第3に,遺 伝 的酵 素欠損 症 の診 断 ばか りで な く,酵 素 免疫 測 定法 にお ける利 用 が期 待 さ れ る β一D-
galactosidase活 性測定 用基質 に関す る研究 をお こな った。 そ して第2の 研究 にお ける成果 を もとに,4-
amino-2,6-dichlorophenyl一 β一D-galactopyranosideを 合成 し.そ の酵 素化学 的性質 を明 らか に した。
最後 に,肝 細胞癌 のマーカー として臨床検査 にお いて注 目されて いる α一L-fucosidase活 性 の測定 法 に
関す る研究 を行 った。 そ して各種 の4一置換 フェニル フコシ ド誘導体 を合成 し,そ れ らの基質 と して の性
質 を検討 し,α ↓fucosidase活 性 の レイ トーア ッセイに よる測定法 を開発 す ることに成功 した。
以上本研究 はグ リコシダーゼの酵素活性測定法 に関 して新 しい知見 を提供す る もので あ り,薬 学博士 の
学位 を授与す るに値す る もの と判定 され る。
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